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摘要 : 为 探索 贵州 苗 药 光 枝 勾 儿 茶 内 生 真菌 类 群 特征 、 分 布 部 位 及 其 抑 菌 活性 , 该 研究 采用 
传统 方法 对 贵州 省 贵阳 市 和 黑 西 市 光 枝 勾 儿 茶 内 生 真 菌 进行 分 离 , 基于 分 子 生 物 学 及 统计 学 
对 其 分 类 地 位 进行 鉴定 及 多 样 性 评价 ， 通 过 微量 肉 汤 倍 比 稀释 法 划 选 具有 抑 菌 活性 的 菌株 。 
结果 表明 : a) 从 光 枝 勾 儿 茶 中 分 离 到 191 株 内 生 真菌 ， 隶属 于 3 7015 个 纲 10 个 目 
15 个 科 19 CE, RAIHA (Phyllosticta) 、 茎 点 霉 属 CDiaporthe) 、 和 葡萄 座 腔 
菌 属 (Botryosphaeria) PUR) ATSJE (Colletotrichum) > (2) 黔 西光 枝 勾 儿 茶 内 生 真 菌 
Shannon-Weiner 多 样 性 指数 (Ho=2.112) 较 贵阳 (Ho=1.801) 高 , 相似 性 指数 CsG-a 为 0.923， 
不 同 部 位 Shannon-Weiner 多 样 性 指数 为 茎 (H's=2.004) > 根 (871.764) >H} CH 71.654) > 
果实 (HT=1.473) ， 茎 和 叶 内 生 真 菌 的 相似 性 最 高 (Css470.667) 。(3) 筛选 出 21 RAE 
真菌 对 供 试 菌 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli? 、 金 黄色 葡萄 球菌 (Staphylococcus aureus) 和 沙 
JRE (Salmonella enterica) 具有 抑 菌 效果 ， 其 中 Diaporthe sp. QX4G6 对 大 肠 杆 菌 、 金 黄 
色 葡 萄 球菌 和 沙门 氏 菌 的 最 小 抑 菌 浓度 分 别 12.5、6.25、12.5 mg-mL-!， 最 小 杀菌 浓度 分 别 
为 12.5、6.25、12.5 mg'mL-:。 以 上 研究 结果 揭示 了 光 枝 勾 儿 茶 蕴藏 丰富 的 内 生 真 菌 资 源 ， 
不 同 地 区 及 部 位 内 生 真 菌 类 群 组 成 有 差异 ， 多 个 分 离 菌株 具有 抗菌 活性 ,为 光 枝 勾 儿 茶 内 生 
真菌 天 然 抗菌 药物 或 药 源 研发 商定 了 基础 。 
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Abstract: To explore the fungal taxa, distribution and antibacterial activity of Berchemia 
polyphylla var. leioclada, endophytic fungi of B. polyphylla var. leioclada from Guiyang and 
Qianxi of Guizhou Province were isolated by tissue fragment separation. Based on the methods of 
molecular biology and statistics, the endophytic fungi were identificated and their diversity were 


analyzed. The strains with antibacterial activity were screened by microdilution of broth. The 
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results were as follows: (1) There were 191 fungal strains were isolated, which classified into 3 
phyla, 5 classes, 10 orders, 15 families and 19 genera. Among all strains, Phyllosticta, Diaporthe 
Botryosphaeria and Colletotrichum were the dominant genus. (2) The fungal endophytes' 
Shannon-Weiner diversity index of Berchemia polyphylla var. leioclada in Qianxi (H'o=2.112) 
was higher than Guiyang (H'c=1.801), the Sorenson's similarity coefficients CsGQ was 0.923. 
The Shannon-Weiner diversity index of different tissues was stem (H's —2.004)» root(H'R=1.764)> 
leaf(H't=1.654)>fruit(H'r=1.473). The Simpson was  stem(Ds-0.826)»fruit(Dr-0.813)» 
root(Ds=0.765)>leaf( Dr=0.721), the similarity index between stem and leaf was the highest which 
was Css. =0.667. (3) 21 endophytic fungi? secondary metabolites have inhibitory effect on 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella enterica. The isolate Diaporthe sp. 
QXA4G6 fermentation broth extract have relatively high inhibitory effect, which the minimum 
inhibitory concentration against Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella enterica 
were 12.5, 6.25 and 12.5 mg: mL'!, and the minimum bactericidal concentration were 12.5, 6.25 
and 12.5 mg: mL, respectively. The study revealed rich endophytic fungi resources of Berchemia 
polyphylla var. leioclada and most of fungi have good antibacterial activity, which lay the 
foundation for the research and development of natural antibacterial drugs or drug sources for 
endophytic fungi from B. polyphylla var. leioclada. 
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植物 内 生 真 菌 是 指 生活 在 植物 细胞 中 或 在 其 生活 史 某 一 时 期 生活 在 植物 组 织 内 , 对 植物 
组 织 没 有 引起 明显 病害 的 一 类 真菌 (Petrini, 1991) 。 几 乎 所 有 植物 都 含 内 生 真 菌 ， 分 布 于 
植物 的 根 、 茎 、 叶 、 花 、 果 实 等 各 个 部 位 ， 种 类 和 数量 繁多 ， 每 一 种 植物 都 是 内 生 真 菌 潜在 
的 资源 宝库 (Zhou & Hyde, 2001) 。 随 着 内 生 真 菌 研究 不 断 深入 , 不同 植物 的 内 生 真 菌 组 成 
不 同 ,寄主 植物 种 类 、 部 位 、 环 境 和 地 理 区 域 均 是 决定 内 生 真 菌 种 群 结构 的 重要 因素 , 目前 
从 植物 中 分 离 出 来 的 内 生 真 菌 种 类 繁多 ， 涉 及 子囊 菌 、 担 子 菌 、 接 合 菌 、 无 孢 菌 等 多 种 类 和 群 
〈 谁 利 军 等 ，2018;，Bhattacharya et al., 2019; 胡 永 志 等 ，2021) 。 内 生 真 菌 与 宿主 植物 长 
期 协同 进化 ， 互 惠 共 生 ， 处 于 一 种 动态 平衡 的 持 抗 关系 ， 有 助 于 提高 宿主 对 胁迫 环境 的 适应 
性 和 抗 性 ， 在 植物 生长 发 育 和 繁殖 中 起 到 了 重要 作用 《〈 隋 丽 等 ，2021) 。 研 究 表明 ， 从 植物 
中 分 离 到 的 内 生 真 菌 能 产生 丰富 的 次 级 代谢 产物 ， 包 括 生 物 碱 、 茶 玉 吡 喃 酮 、 黄 酮 、 酚 酸 等 
多 种 类 型 化 合 物 ， 对 细菌 、 真 菌 、 病 毒 等 具有 不 同 程度 的 持 抗 作用 ， 在 药物 研发 、 病 害 防 治 
等 方面 表现 中 显著 的 经 济 价值 和 应 用 前 景 ， 是 天 然 活性 物质 的 重要 来 源 〈 郭 顺 星 ，2018; 
Hanani et al., 2022) 。 内 生 真 菌 的 存在 及 其 发 挥 出 来 的 优越 性 为 寻找 结构 新 颖 、 活 性 独特 、 
替代 药 用 植物 的 新 药 研发 指明 了 方向 。 

光 枝 勾 儿 茶 (Berchemia polyphylla var. leioclada) 为 鼠 李 科 勾 儿 茶 属 植物 ， 是 贵州 苗族 
习 用 药材 ， 味 苦 、 平 ， 含 苷 类 、 醒 类、 木 脂 素 类 、 莫 类 以 及 黄酮 类 等 多 种 化 学 成 分 ， 具 有 抗 
氧化 、 抗 肿瘤 、 抗 腹泻 、 抗 炎 、 镇 痛 、 抑 菌 等 活性 ， 对 治疗 支气管 炎 、 痢 疾 、 关 节 炎 等 具有 
良好 的 效果 ， 作 为 民族 药物 ， 可 用 于 治疗 人 、 冀 肠炎 及 消化 不 良性 腹泻 〈 深 应 林 等 ，2013; 
唐 远 江 等 ，2018) 。 目 前 已 从 该 属 植物 中 分 离 到 19 个 已 知 化 合 物 和 4 个 草 醒 - 茶 并 异 色 满 茶 
ERU, 部 分 化 合 物 显 示 了 较 好 的 对 乙酰 胆 碱 酯 酶 活性 , 体现 了 明显 的 研究 价值 ( 景 永 帅 ， 
2011) 。 然 而 ， 光 枝 色 儿 茶 生长 周期 长 ， 产 量 低 ， 易 受 环 境地 域 等 因素 影响 ， 传 统 植物 开发 
应 用 受到 了 限制 , 其 内 生 真 菌 作为 植物 的 共生 体 和 一 种 潜在 的 新 资源 , 在 寄主 植物 提供 的 营 
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养 和 保护 下 ,经 长 期 共同 进化 ， 可 增强 寄主 植物 的 竞争 能 力 和 对 食 草 动物 、 病 原 体 和 各 种 非 
生物 胁迫 的 抵抗 力 , 这 种 复杂 多 变 的 生境 使 内 生 真 菌 在 生物 制药 、 农 业 生 产 和 工业 发 酵 等 方 
外表 现 出 广阔 的 应 用 前 景 ， 是 一 类 寻找 结构 新 笑 、 活 性 独特 物质 和 替代 植物 的 重要 来 源 (元 
8 等 ，2021)。 同 时 ,内 生 真 菌 的 开发 应 用 可 能 实现 大 规模 、 低 成 本 和 无 污染 的 工业 化 生产 ， 
为 解决 药 用 植物 资源 和 环境 保护 提供 了 新 途径 ,该 研究 基于 光 枝 勾 儿 茶 的 药 用 价值 及 植物 应 
用 瓶颈 ， 解 析 其 内 生 真 菌 组 成 情况 ， 设 想 能 够 通过 筛选 植物 内 生 真 菌 抑 菌 活性 ， 得 到 具有 与 
植物 产生 功能 相同 或 相似 的 次 级 代谢 产物 的 微生物 资源 , 从 而 部 分 替代 植物 来 源 生产 临床 天 
然 药物 。 以 贵州 贵阳 、 黔 西 多 年 生 光 枝 色 儿 茶 为 研究 对 象 ， 系 统 分 离 并 鉴定 根 、 葵 、 叶 和 果 
实 等 多 个 部 位 的 内 生 真 菌 , 在 获得 可 培养 真菌 资源 的 基础 上 , 采用 分 子 生物 学 鉴定 真菌 类 和 群 ， 
通过 统计 学 方法 对 其 进行 多 样 性 评价 分 析 ， 以 大 肠 杆菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 和 沙门 氏 菌 为 指示 
菌 ， 筛 选 具有 抑制 革 兰 氏 阴 、 阳 性 两 类 细菌 活性 的 内 生 真 菌 类 群 ， 为 研发 新 型 天 然 抑 菌 药物 
提供 候选 菌株 ， 也 为 光 枝 色 儿 茶 进 一 步 开 发 应 用 黄 定 研究 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 植物 材料 

分 别 采 集 贵 州 省 贵阳 市 龙洞 堡 (106 4726" E, 26 31'49" N, 海拔 1 100 m)、 黔 西 市 (105 
49'4 E, 27 40”"N， 海 拔 1330 m) 健康 光 枝 勾 儿 茶 样 本 11 株 ， 其 中 贵阳 6 株 、 黔 西 5 TR, 
将 采集 的 光 枝 勾 儿 茶 植 株 放 入 采样 袋 带 回 实验 室 ，24 h 内 进行 内 生 真 菌 分 离 培养 。 植 株 经 中 
山大 学 植物 学 座 文 波 教授 鉴定 为 鼠 李 科 植 物 光 枝 勾 儿 茶 (Berchemia polyphylla var. 


e leioclada)« 
一 1.2 测试 菌株 
K H AF i (Escherichia coli ATCC 25922) bk WEIR ~ Y^ P] R PR (Salmonella enterica ATCC 


13076) 标 准 株 、 金 黄色 葡萄 球菌 (Staphylococcus aureus ATCC 6538) 标 准 株 购 自 中 国 微生物 菌 
种 保藏 中 心 。 
13 内 生 真 菌 的 分 离 纯 化 
将 采集 到 的 光 枝 勾 儿 茶 样本 冲洗 干净 并 自然 晾 干 , 用 无 菌 去 离子 水 反复 冲洗 , 无 菌 滤 纸 
豚 干 水 分 ， 置 于 0.1% 吐 温 80 溶 液 中 浸泡 活化 3~5 min， 无 菌 水 冲洗 ， 无 菌 滤 纸 将 水 分 吸 干 后 
于 75% 乙 醇 浸 泡 3 min， 无 菌 水 冲洗 ， 用 无 菌 滤 纸 吸 干 表面 水 分 ， 采 用 70% 乙 醇 +13% HzO? 混 
合 液 消毒 , 无 菌 水 冲洗 3 DO 无 菌 滤纸 吸 干 , 将 叶 、 根 、 茎 和 果实 前 成 小 组 织 块 (0.5 cm x 0.5 
cm) ， 接 种 于 含 毛 考 素 ( 终 浓度 为 20 ng.mL-1) 的 PDA 平 板 内 ，28 °C 恒温 培养 。 为 验证 表面 
消毒 是 否 有 效 ， 将 表面 消毒 组 织 接种 于 含 毛 霉 素 PDA 培 养 基 上 印记 ， 同 等 条 件 下 恒温 培养 ， 
印记 部 位 未 见 真 苗 生 长 则 确认 消毒 彻底 CSanchez-Marouez et al., 2007) 。 随 时 观察 ， 组 织 块 
边缘 有 菌 丝 长 出 时 , 采用 针尖 端 菌 丝 挑 取 法 ,将 菌 丝 转 接 于 新 的 PDA 平 板 ,， 直至 纯化 获得 形 
态 均 一 菌落 进行 鉴定 及 保存 。 分 离 过 程 中 详细 记录 组 织 块 及 分 离 菌 株数 量 。 
14 内 生 真 菌 的 鉴定 
纯化 后 的 菌株 参照 《真菌 学 鉴定 手册 》“【〔 魏 景 超 ，1979) ， 从 形态 学 上 初步 判定 菌株 
分 类 学 地 位 。 采 用 引物 ITS1/ITS4 (White et al.,1990) 对 ITS 基因 序列 进行 扩 增 及 测序 。 
测序 成 功 的 ITS 序列 通过 BioEdit 分 析 软 件 校对 、 拼 接 、 剪 切 ， 将 剪 切 后 的 序列 逐一 通过 
GenBank 数据 库 的 Blast 进行 在 线 比 对 鉴定 (Zhou et al., 20132. ， 根 据 序 列 的 相似 度 和 轿 
盖 率 ， 结 合 菌 株 形 态 学 特征 确定 各 分 离 菌 株 归 属 ， 并 根据 MycoBank 
Chttp://www.mycobank.org/ quicksearch.aspx) 官网 查询 确认 最 新 的 内 生 真菌 分 类 地 位 。 
1.5 数据 统计 及 多 样 性 分 析 
通过 数据 统计 ， 根 据 多 样 性 评价 指标 ， 采 用 分 离 率 (isolation rate, R) 、 分 离 频率 
Cisolation frequency, IF) ~ -F-Z X82 (Camargo's index) 、 多 样 性 指数 (Shannon-Weiner 


diversity index, H) 、 辛 普 森 指数 (Simpson index, D) 及 相似 性 指数 CSorenson's similarity 
coefficient, Cs) 分 析 光 枝 勾 儿 茶 植物 内 生 真 菌 的 多 样 性 。 
1.6 内 生 真 菌 体外 抗菌 活性 筛选 
1.6.1 菌株 的 选择 及 发 酵 产 物 制备 

根据 鉴定 结果 , 选择 分 布 于 不 同属 23 株 分 离 菌 , 分 别 为 QX4G6、QX3Y2-5、QX5Y4-3、 
QX3J3-3、QX1Y1-1、QX3Y3-1、QX3J3-5、QX1G1-3、QX5G2-1、QX3J4-1、G2S12、G2S20、 
G2L17、D2S31、G3F4、D2S10、D2S25、D2S24、D3F3、G2S1、G2S11、D1S16 和 G3L5, 
采用 PDA 活化 , 待 菌 丝 长 满 平板 后 ， 切 成 小 块 ， 接 种 于 PDB 培养 基 , 于 28°C, 120 rmin'! 
震荡 培养 7d 后 ， 静 置 培养 30 d， 发 酵 培 养 物 用 等 体积 乙酸 乙 酯 萃取 3 次 ， 合 并 萃取 液 ， 
Aiz FEJE, DMA MH 培养 基 稀 释 至 浓度 为 200 mg mL 的 母液 备用 。 
1.6.2 菌 液 制备 

将 大 肠 杆菌 、 沙 门 氏 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 接种 于 MH 固体 培养 基 上 划 线 活化 ， 置 于 
37 °C 培养 18 hp， 挑 取 单 个 菌落 于 含 MH 液体 培养 基 的 试管 中 ， 置 于 37°C, 120 rmin: 条 
件 下 振荡 培养 12 h。 用 MH 液体 培养 基调 整 菌 液 ODsoo7y 0.8 后 稀释 1 000 倍 ， 使 菌 液 浓 
EX 105—109 cfumL'!, H. 
1.6.3 HEIKE (minimum inhibitory concentration, MIC) 的 测定 

参考 文献 Balouiri 5& (20160 的 方法 ， 采 用 微量 肉 汤 二 倍 稀释 法 ， 于 无 菌 96 孔 板 每 
孔 中 各 加 入 100 pL 肉 汤 培养 基 , 分 别 向 第 1 孔 中 加 入 100 pL 配备 好 的 药 液 ， 混 匀 后 依次 
倍 比 稀 释 ， 直 到 第 9 孔 混 匀 后 弃 去 100 uL 混合 液 。 每 孔 加 入 上 述 配备 好 的 100 uL 细菌 深 
液 。 每 板 设置 无 药 和 空白 对 照 组 ， 观 察 细菌 生长 情况 ，37 °C 恒温 培养 18 h 后 取出 ， 每 个 
浓度 做 3 次 重复 。 

采用 TTC (2,3,5 — SU — E AE UQ RUE). 法 判定 MIC 结 果 。 向 上 述 培养 18 h 后 的 96 孔 板 
每 孔 分 别 加 入 20 uL 0.5% 的 TTC，37 °C 避 光 培养 1h， 观 察 菌 液 变 化 情况 。 试 验 样本 溶液 洪 
清 、 颜 色 未 发 生变 化 的 最 后 1 孔 药物 浓度 为 该 药 的 MIC 。 
1.6.4 最 小 杀菌 浓度 (minimum bactericidal concentration, MBC)〉) 的 测定 

将 1.6.3 试验 组 澄清 的 各 孔 中 液体 取 100 uL 涂 布 于 MH 固体 培养 基 上 ， 于 37 °C 培养 
18-24 h 观察 结果 。 肉 眼 观 察 无 菌落 生长 的 最 低 药物 浓度 为 其 MBC。 


2 结果 与 分 析 


2.1 光 枝 勾 儿 茶 内 生 真菌 组 成 

从 贵阳 及 黔 西光 校 勾 儿 茶 不 同 组 织 部 位 780 个 组 织 块 中 分 离 得 到 191 株 内 生 真 菌 ， 分 
离 率 为 24.49% (191/780) ,其 中 贵阳 分 离 率 为 24.30% (132/465) , 黔 西 为 24.76% (93/315)。 
PCR 产物 序列 经 校对 、 拼 接 、 剪 切 后 ， 结 合 形态 学 和 分 子 生 物 学 对 分 离 得 到 的 内 生 真 菌 进 
行 鉴定 ( 表 1) 。 结 果 显 示 ， 分 离 菌株 归属 为 3 个 门 5 个 纲 10 个 目 15 个 科 19 个 属 。 在 
贵阳 和 黔 西 分 别 分 离 得 到 11 和 14 个 属 的 菌株 , 其 中 : 仅 贵 阳 分 离 得 到 菌株 隶属 于 $ 个 属 ， 
分 别 为 烟 管 菌 属 Bjerkandera) WERE CEremothecium) . -E£& —18J& (Lasiodiplodia), 
IEEE CPleurostoma) MAIEN CStemphylium) ; 仅 黔 西 分 离 得 到 8 个 属 ， 分 别 为 
环 纹 碳 团 菌 属 (Annulohypoxylon) . IJR (Fusarium) 、 微 结 市 霉 属 (Microdochium) 、 
-ESJE (Mucor) . 3d e EWE CNeopestalotiopsis) ~ WJS JR CParaconiothyrium) . 
MALEM (Pestalotiopsis) IZK8/i (Trichoderma) ; 贵阳 和 黔 西 共有 属 6 个 ， 分 别 为 
dE UE (Alternaria) 、 葡 萄 座 腔 菌 属 (Botryosphaeria) ~ WAIE (Colletotrichum) ~ 
ZEB (Diaporthe) 、 新 壳 梭 孢 属 CNeofusicoccum) ~ MA) (Phyllosticta) 。 其 多 样 
性 分 析 结 果 表 明 ， 贵 阳 和 黔 西 Shannon-Weiner 多 样 性 指数 结果 为 黔 西 (Hio=1.801) > 贵阳 
(CEc=1.801) ， 辛 普 森 指数 结果 为 黔 西 CDo-0.8400 > 贵阳 CDao-0.774) ， 相 似 性 指数 
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CsG-Q=0.923。 
2.2 光 枝 勾 儿 茶 内 生 真 菌 优势 属 的 分 离 频率 (F) 

试验 分 离 所 得 菌株 优势 属 依 次 为 葡萄 座 腔 菌 属 、 刺 盘 移 属 、 茎 点 才 属 和 叶 点 霍 属 ， 分 离 
率 CORO 分 别 为 5.90% (46/780) 、4.87% (38/7800 、4.1% (32/780) 和 3.59% (28/780) , 
分 离 频率 (IF) 分 别 为 24.08% (46/191)、19.89% (38/191), 16.75% (32/191) 和 14.66% (28/191). 
从 贵阳 分 离 得 到 的 优势 属 叶 点 霍 属 IR. 和 正 最 高 , 分 别 为 9.46% (44/465) 和 39.94% (44/113), 
随后 为 茎 点 霉 属 ， 了 及 和 IF 分 别 为 4.52% (21/465) 和 18.58% (21/113) , ， 葡 萄 座 腔 菌 属 IR 和 
IF 分 别 为 4.09% (19/465) 和 16.81% (19/113) 。 从 黔 西 分 离 得 到 的 优势 属 为 刺 盘 孢 属 ， 了 及 
和 下 最 高 , 分 别 为 6.35% (20/315) 和 25.64% (20/78) , 随后 为 茎 点 霍 属 IR F IF 分 别 为 5.40% 
(17/315) fll 21.7996 C17/78) ~ W 4j JA f Pj Je IR 和 JF 分 别 为 4.13%(13/315) 和 16.67%(13/78)。 


表 1 光 枝 勾 儿 茶 内 生 真 


菌 分 离 结 果 


Table 1 Isolation results of endophytes of Berchemia polyphylla var. leioclada 
! 菌株 数 Number of strains 分 离 率 了 JAMK IF 
门 Phylum 纲 Class H Order 科 Family 属 Genera 总 计 Total 
贵阳 Guiyang 黔 西 Qianxi (%) (%) 
TEKI] LE SE 葡萄 座 腔 菌 目 葡萄 座 腔 菌 科 葡萄 座 腔 菌 属 
. f 19 13 32 4.10 16.75 
Ascomycota Dothideomycetes Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae Botryosphaeria 
FEWE 
3 E 3 0.38 1.57 
Lasiodiplodia 
新 壳 梭 孢 属 
4 6 10 1.28 5.24 
Neofusicoccum 
Hr USE 叶 点 等 属 
44 2 46 5.90 24.08 
Phyllostictaceae Phyllosticta 
格 孢 腔 菌 目 Wa fa coL DNE 
— 2 2 0.26 1.05 
Pleosporales Didymosphaeriaceae —— Paraconiothyrium 
孢 腔 菌 科 链 格 孢 属 
6 3 9 1.15 4.71 
Pleosporaceae Alternaria 
DL. 
1 = 1 0.13 0.52 
Stemphylium 
子囊 菌 纲 美 球菌 1g Wt RE RE SEE SE rJ 
5 — 5 0.64 2.62 
Sordariomycetes — Calosphaeriales Pleurostomataceae Pleurostoma 
WIESE H 间 座 壳 科 EY. 
21 17 38 4.87 19.89 
Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe 
肉 座 菌 目 Ae f| HEJJ EIJE 
E 2 2 0.26 1.05 
Hypocreales Nectriaceae Fusarium 
ARRE AS = 1 1 0.13 0.52 
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酵母 纲 

Saccharomycetes 
EZKI] 毛 霉 菌 纲 
Mucoromycota Mucoromycetes 
ETEN 企 菌 纲 
Basidiomycota Agaricomycetes 


总 计 Total 


小 丛 壳 


目 


Glomerellales 


AB VL 


H 


Xylariales 


酵母 目 


Saccharomycetales 


目 


Mucorales 


ENS 


H Polyporales 


Hypocreaceae 
NAER 
Glomerellaceae 
AB I 
Hypoxylaceae 
IDEE 
Microdochiaceae 
圆 孔 壳 科 


Sporocadaceae 


酵母 科 
Saccharomycetaceae 
ERAF 
Mucoraceae 

腐 菌 科 


Phanerochaetaceae 


Trichoderma 
piksa 
Colletotrichum 
环 纹 碳 团 菌 属 
Annulohypoxylon 
PEREA 
Microdochium 

Neopestalotiopsis 
拟 盘 多 毛 孢 属 
Pestalotiopsis 
BERIE 


Eremothecium 


W 
a 


ARE UR 
Bjerkandera 


Eur 


8 20 28 
E 1 1 

一 1 1 

= 2 2 

T F 7 

1 EI 1 

TE 1 1 

1 P 1 
113 78 191 


3.59 


0.13 


0.13 


0.26 


0.90 


0.13 


0.13 


0.13 


24.49 


14.66 


0.52 


0.52 


1.05 


3.66 


0.52 


0.52 


0.52 


100 
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2.3 不 同 组 织 部 位 内 生 真菌 多 样 性 分 析 

从 光 校 勾 儿 茶 不 同 组 织 部 位 分 离 内 生 真 菌 分 析 结 果 表 明 (X620 ， 根 、 茎 、 叶 和 果实 分 
离 菌 分 别 分 布 于 9、13、11 和 6 个 属 ，4 个 组 织 部 位 均 分 离 到 共有 属 葡萄 座 腔 菌 属 、 刺 盘 
孢 属 和 茎 点 霍 属 。 新 壳 梭 孢 属 为 根 、 茎 、 叶 共有 属 ， 链 格 孢 属 和 至 嘴 座 壳 属 为 蔡 、 叶 、 果 实 
共有 属 ， 毛 色 二 孢 属 和 叶 点 霉 属 为 共和 叶 共 有 属 ， 镰 刀 菌 属 、 新 拟 盘 多 毛 孢 属 和 拟 盘 多 毛 抑 
属 为 根 和 茎 共有 属 。 仅 从 根 中 分 离 得 到 2 个 属 ， 分 别 为 毛 霉 属 和 木 霉 属 ; 仅 从 蕉 中 分 离 到 2 
个 属 ， 包 括 币 柄 考 属 和 微 结 节 霉 属 ， 仅 从 叶 中 分 离 到 3 个 属 ， 包 括 拟 盾 壳 老 属 、 环 纹 碳 团 
菌 属 和 烟 管 菌 属 ， 仅 从 果实 中 分 离 到 1 个 属 为 假 吉 酵母 属 。 

K2 光 枝 勾 儿 茶 不 同 组 织 部 位 内 生 真 菌 分 布 情况 

Table 2 Distribution of endophytic fungi from different tissues of Berchemia polyphylla var. 


n 


AE o 


ni 


leioclada 
Z Genera 菌株 数 Number of strains 合计 
根 Root ^ X Stem 叶 Leaf ”果实 Fruit Total 

T8) FEES VELIS Botryosphaeria 5 22 3 2 32 
EEH Lasiodiplodia — 2 1 — 3 
Misc Neofusicoccum 2 6 2 — 10 
叶 点 霉 属 Phyllosticta — 22 24 — 46 
拟 盾 壳 霉 属 Paraconiothyrium = — 2 — 2 
链 格 孢 属 Alternaria 一 7 1 1 9 
TUNES Stemphylium - 1 — 一 1 
"ES Mucor 1 = m = 1 
RAE Colletotrichum 1 6 19 2 28 
AJ Fusarium 1 1 — — 2 
KEJE Trichoderma 1 — = — 1 
EESE Pleurostoma — 2 2 1 5 
茎 点 霉 属 Diaporthe 11 23 3 1 38 
Mai i a Microdochium 一 1 一 一 1 
新 拟 盘 多 毛 孢 属 Neopestalotiopsis 1 1 一 一 2 
MLEW Pestalotiopsis 4 3 z 一 7 
环 纹 碳 团 菌 属 Annulohypoxylon 一 一 1 一 1 
BÆRE Eremothecium 一 一 — 1 1 

因 管 菌 属 Bjerkandera = — 1 — 1 


x 
烟 


总 计 Total 27 97 59 8 191 


果实 CDr-0.813) > 根 (Ds=0.765) > 叶 (Dr=0.721) 。 茎 和 叶 所 得 内 生 真 菌 的 相似 性 最 刘 
CssL=0.667， 其 次 为 Csgs=0.636， 相 似 性 最 低 的 为 根 和 果实 Csrr=0.267 R3) 。 
表 3 光 枝 色 儿 茶 不 同 组 


Table 3 Diversity indexes of endophytic fungi from Berch 


光 枝 勾 儿 茶 不 同 组 织 部 位 Shannon-Weiner 多 样 性 指数 结果 分 析 表 明 ， 茎 (H's=2.004) > 
JR (HR=1.764) > 时 (H*321.654) > 果实 (HE=1.473) ， 辛 普 森 指数 结果 为 芭 (Ds=0.826) > 


sx 


织 部 位 内 生 真 菌 多 样 性 指数 


emia polyphylla var. leioclada 


: " P 辛普森 指数 相似 性 指数 
香农 - 威 纳 多 样 性 指数 卡 马 戈 指数 , , M 
组 织 , e l Simpson index ^ Sorenson's similarity coefficient (Cs) 
. Shannon-Weiner diversity index Camargo's index 
Tissue (D) E ; 
QT) zE Stem HF Leaf 果实 Fruit 
根 Root 1.764 0.111 0.765 0.636 0.400 0.267 
Æ Stem 2.004 0.077 0.826 — 0.667 0.526 
WF Leaf 1.654 0.091 0.721 0.667 — 0.588 
果实 
. 1.473 0.167 0.813 0.526 0.588 — 
Fruit 
Ail Total 2.161 0.053 0.845 — = = 


24 内 生 真 菌 次 级 代谢 产物 抑 菌 活性 筛选 


提取 物 对 3 株 细菌 均 表 现 出 一 定 的 抑 
QX3J4-1 仅 对 大 肠 杆菌 有 抑 菌 作用 ，2 RA 
果 . 菌 株 QX4G6、G3F4 和 D2G24 对 大 肠 杆菌 抑 菌 


选择 的 23 株 菌株 次 级 代谢 产物 抑 菌 活 | 


Pj TE 


生 测 定 结果 表明 ， 其 中 20 株 内 生 真 菌 液体 发 酵 
], MIC Zr T 625-100 mg-mL-1，1 株 内 生 真 菌 
株 液 体 发 酵 提取 物 对 供 试 菌株 未 见 明 显 抑 菌 效 
效果 较 好 ,MIC 3573 12.5 mg:mL-1; QX4G6、 


G2S12 和 G3F4 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 抑 菌 效果 较 好 ，MIC 2373 6.25 mg'mL-1; 菌株 QX4G6、 


QX1Y1-1、G3F4、D2G24 和 G2S1 对 沙门 氏 菌 抑 菌 


效果 较 好 ， MIC 均 为 12.5 mg:mL" GE 4), 


20 株 内 生 真 菌 液体 发 酵 提取 物 对 3 株 供 试 细菌 MBC 介 于 6.25-100 mg-mL^, 1 株 内 


ERE QX3J4-1 仅 对 肠 杆 菌 有 杀 


大 于 或 等 于 25 mg.mL1 ( 表 4) 。 


菌 杀 菌 


英作 


效果 最 好 ，MBC 分 别 为 12.5. 625. 12.5 mg; mL, KZ 


J, 2 株 菌株 液体 发 酵 提 取 物 对 大 肠 杆菌 、 金 黄色 和 葡 


列 球 菌 及 沙门 氏 菌 无 杀菌 作用 。 其 中 ， 菌 株 QX4G6 对 大 肠 杆 菌 、 


金黄 色 和 葡萄 球菌 、 沙 门 氏 


LA 


菌株 液体 发 酵 提 取 物 MBC 


X4 ， 光 枝 勾 儿 茶 内 生 真 菌 次 级 代谢 产物 对 3 种 病原 菌 抑 菌 活性 结 


Table 4 Antibacterial activity of the secondary metabolites of endophytic fungi from Berchemia 


polyphylla var. leioclada against three tested pathogenic bacterium 


菌株 名 称 MIC (mg'mLD) MBC mg'mLD 
Stain SPTE ER 色 葡 萄 球菌 。 沙门氏菌 大 肠 杆菌 。 金黄 色 葡 萄 球菌 。 沙门氏菌 
— Escherichia | Staphylococcus Salmonella | Escherichia ^ Staphylococcus Salmonella 
coli aureus enterica coli aureus enterica 
QX4G6 12.5 6.25 12.5 12.5 6.25 12.5 
QX3Y2-5 25 25 25 25 12.5 50 
QX5Y4-3 50 25 50 50 100 50 
QX3J3-3 50 25 50 50 25 50 
QXIYI-1 25 12.5 12.5 25 12.5 50 
QX3Y3-1 — = = = — — 
QX3J3-5 25 12.5 25 50 25 50 
à QXI1GI-3 25 12.5 25 50 50 50 
QX5G2-1 25 25 25 25 25 25 
QX3J4-1 100 — — 100 — — 
G2S12 50 6.25 50 50 12.5 50 
G2S20 25 12.5 25 23 25 25 
G2L17 50 25 50 50 25 50 
D2S31 50 50 50 100 100 100 
G3F4 12.5 6.25 12.5 25 25 25 
D2S10 50 25 50 50 50 100 
D2S25 25 25 25 50 25 25 
D2S24 12.5 12.5 12.5 50 12.5 12.5 
C D3F3 一 E = — — 
c G281 25 12.5 12.5 25 25 25 
o G2S11 25 12.5 25 25 50 50 
D1S16 25 12.5 25 25 25 50 
G3L5 25 25 25 25 25 25 


3 讨论 与 结论 


目前 内 生 真 菌 以 组 织 块 分 离 法 为 主 ,一 方面 获得 可 培养 内 生 真菌 类 和 群 ,， 另 一 方面 为 后 续 
内 生 真 菌 的 开发 利用 提供 资源 。 该 研究 以 生境 不 同 的 贵州 贵阳 和 黑 西 光 校 勾 儿 茶 为 研究 对 
象 ， 从 780 个 植物 组 织 块 中 共 分 离 到 191 株 可 培养 内 生 真菌 ， 其 中 子 吉 菌 为 190 株 ， 占 绝 
对 优势 ， 仅 鉴定 到 1 株 担子 菌 。 目 前 报道 的 植物 内 生 真 菌 类 群 文献 ， 大 多 以 子宫 菌 为 主 ， 
这 可 能 与 植物 内 部 环境 有 关 ， 也 可 能 是 受 分 离 方 法 或 者 物种 差异 所 限 〈Gaur et al., 2021) 。 
mZKoP E. CR SS pes. AUGERE. EGER ERU n 888 JSDGBCALI LRA ERN 
布 在 叶 和 茎 中 。 本 次 分 析 结 果 发 现 贵 阳 和 黔 西 分 离 到 的 菌株 类 群 具 有 一 定 的 相似 性 和 差异 
性 ， 茎 和 叶 所 得 内 生 真菌 的 相似 性 最 高 , 不同 组 织 之 间 菌 株 类 群 也 存在 差异 ， 茎 中 内 生 真 菌 
群落 Shannon-Weiner 多 样 性 指数 最 高 ， 果 实 最 低 ， 表 明 内 生 真 菌 在 植物 中 表现 出 一 定 的 组 
织 特异 性 和 偏好 性 。 宋 静 静 等 (2022〉 从 广西 夹 竹 桃 中 分 离 的 内 生 真菌 中 ， 刺 盘 孢 属 和 球 座 


菌 为 优势 属 ， 主 要 分 布 于 茎 和 时， 与 本 次 研究 对 象 内 生 真 菌 分 布 相 同 。 吕 佳 等 2022) 研究 
发 现 广东 肉桂 叶 、 校 、 根 和 皮 中 均 有 内 生 真 菌 分 布 ， 叶 的 Shannon-Weiner 多 样 性 指数 最 高 。 
贵州 马尾 松 的 根部 内 生 真 菌 多 样 性 最 高 ， 其 次 是 葵 ， 最 后 是 叶 ， 茎 与 根 内 生 真 菌 相 似 性 最 高 
CE SENI Tff, 200D 。 以 上 结果 表明 ， 本 次 采集 样本 地 贵阳 和 黔 西 ， 两 地 海拔 、 光 照 、 气 
温 及 降雨 不 同 ， 其 内 生 真 菌 的 组 成 可 能 受到 地 域 的 影响 ， 同 一 植物 不 同 组 织 也 可 能 受 光 照 、 
温度 、 湿 度 等 影响 因素 ， 致 使 其 内 生 真 菌 产生 组 织 分 布 差异 。 因 此 ， 在 进行 植物 内 生 真 菌 的 
研究 中 ,应 尽量 多 地 域 、 多 部 位 进行 菌株 分 离 ， 以 更 全 面 的 体现 植物 内 生 真 菌 的 分 布 及 多 样 
性 。 此 次 研究 结果 首次 分 离 得 到 贵州 光 枝 勾 儿 茶 内 生 真 菌 可 培养 菌株 , 揭示 了 贵州 光 枝 勾 儿 
茶 内 生 真菌 类 型 及 分 布 特性 ， 为 进一步 探究 内 生 真 菌 物种 次 级 代谢 产物 活性 方面 提供 了 素 
材 ， 同 时 也 为 下 一 步 植物 与 内 生 真 菌 之 间 的 相互 影响 研究 商定 了 基础 。 
研究 通过 测试 23 株 不 同类 群 内 生 真 菌 对 大 肠 杆 菌 、 金 黄色 和 葡萄 球菌 和 沙门 氏 菌 的 抑制 
活性 , MAR 21 株 菌 株 具 有 不 同 程度 的 抑 菌 活性 的 内 生 真 菌 菌 株 , 对 3 种 测试 菌 均 有 抑 菌 
活性 的 有 20 株 ， 分 别 分 布 于 茎 点 霉 属 、 叶 点 霉 属 、 镰 刀 菌 属 、 刺 盘 孢 属 及 烟 管 菌 属 等 多 个 
类 群 ， 此 结果 表明 光 极 勾 儿 茶 内 生 真 菌 在 医药 开发 方面 存在 较 大 的 潜在 研究 及 应 用 价值 。 从 
黔 西光 枝 色 儿 茶 的 根部 中 分 离 到 的 茎 点 霉 属 菌株 Diaporthe sp. QX4G6 提取 物 抑 菌 效果 最 
好 ， 据 文献 报道 ， 茎 点 霉 属 是 活性 代谢 产物 较为 丰富 的 真菌 类 群 , 广泛 分 布 于 世界 各 地 和 多 
种 植物 ， 目 前 已 从 该 属 内 生 真 菌 中 分 离 出 了 200 ZALEW, ARK, EAR, M 
类 、 章 醒 类 、 羟 基 化 不 饱和 脂肪 酸 等 ， 其 中 部 分 化 合 物 显 示 出 抗菌 、 抗 肿瘤 、 抗 高 血脂 症 、 
抗 寄生 虫 、 抗 氧化 及 保护 植物 等 生物 活性 ( 蔡 佳 等 ，2021) 。Li 等 (2015) 从 Diaporthe sp. 
j LG23 代谢 产物 中 分 离 得 到 1 T T-E--EUIR BS oc? VUES — i 5.53 19-nor-lanosta-5 , 对 革 兰 氏 
v 阴 、 阳 性 细菌 均 表 现 出 明显 的 抗菌 作用 ，Nishad 等 (20210 从 内 生 真 菌 Diaporthe longicolla 
粗 提 物 中 分 离 得 到 2,4-di-tert-butyl phenol 单 体 化 合 物 ， 对 金黄 色 葡 兢 球 菌 抑 菌 活性 明显 。 基 
于 上 述 研 究 基 础 及 应 用 前 景 , 苓 点 霉 属 真菌 类 群 独特 的 次 级 代谢 产物 生产 能 力 成 为 了 活性 化 
~ 可 合 物 的 重要 潜在 来 源 之 一 ,作为 候选 菌株 获得 活性 物质 是 未 来 一 大 研究 方向 (Nagarajan et al., 
1t 2021) 。 试 验 结果 分 离 菌 株 虽 表现 出 广 谱 的 抑 落 活性， 但 MIC 和 MBC 值 不 够 理想 ， 推 荐 
一 分 析 可 能 因 多 个 物质 之 间作 用 对 结果 产生 了 一 定 的 干扰 。 为 进一步 追踪 活性 物质 来 源 ， 下 一 
A 步 研究 将 Diaporthe sp. QX4G6 做 为 目标 菌株 进行 大 量 发 酵 ， 通 过 化 学 手段 进行 结构 鉴定 ， 
c 测定 评价 每 个 单 体 物质 的 抑 菌 活性 ， 以 筛选 获得 具有 显著 抑 菌 活性 的 单一 化 合 物 ， 为 药物 先 
一 导 分 子 的 挖 气 提供 备 选 药 源 ， 具 有 重要 的 科学 意义 和 潜在 的 应 用 价值 。 
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